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Proteinas da semente de cupuagu e alteracoes devidas a fermentagao e a torracao

Proteins of cupuacu seeds (Theobroma grandiflorum Schum) and changes during fermentation and roasting

Ana Vania CARVALHO™, Nelson Horacio Pezoa GARCIA?, Jaime Amaya FARFAN?

Resumo

O cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum) é um fruto tipico da regido Norte do Brasil, com grande potencial econdmico. Atualmente, é a
polpa que mobiliza e sustenta a produgao, a industrializagdo e a comercializagao deste fruto. A semente, um subproduto da industrializagao da
polpa, apresenta teor consideravel de proteinas. Entretanto, muito pouco ou nada se conhece acerca de seu perfil eletroforético, de aminoécidos
e de principais fragdes, uma vez que ocorrem alteragdes protéicas devidas aos processos de fermentagao e torragdo. O objetivo deste estudo
consiste em caracterizar as alteragdes da proteina da semente, da améndoa fermentada e da améndoa torrada de cupuagu, mediante a anélise
dos perfis eletroforéticos, dos aminogramas caracteristicos e do fracionamento da proteina em diferentes solubilidades. A fermentagio e a
torragdo provocaram uma ligeira redugdo nos teores de proteina total e aminoacidos totais, quando comparados aos teores das sementes nao
submetidas a essas etapas do processamento. Observou-se, para a semente e a améndoa fermentada, a presenca de quatro bandas protéicas
principais de 20,4, 33,6 e 38,7 kDa. Para as améndoas que foram submetidas ao processo de fermentagio e, em seguida, a torragio, observou-se
apresenca de uma tnica banda protéica forte, com peso molecular aparente de 21,0 kDa. As extragdes para fracionamento das proteinas em
diferentes solubilidades néo resultaram em fragdes protéicas puras. Observou-se a presenga de quatro bandas principais em todas as fragoes
protéicas isoladas, sendo a banda de peso molecular proximo a 21,1 kDa a mais abundante em todos os casos. Esta banda é aparentemente
muito semelhante a fragao albumina do cacau, que apresenta peso molecular aparente de 21,3 kDa.

Palavras-chave: fragées protéicas; aminodcidos; eletroforese.

Abstract

Cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum) is a native fruit from northern Brazil with great economic potential. Its productive chain is
currently sustained by the pulp market. The seed, treated as a by-product of the pulp industrialization, presents considerably protein content.
However, very little or nothing is known on its eletrophoretic profile and amino acids, the main protein fractions and alterations due to the
fermentation and toasting. The objective of this study was to characterize protein changes in cupuacu seeds, fermented beans, and roasted
beans, through the analysis of the electrophoresis profiles, aminograms, and protein fractionations based on solubility. Fermentation and
roasting promoted a slight reduction in the total protein and amino acid contents. The seeds and fermented beans presented four main protein
bands with 15.5, 20.4, 27.1, and 33.6 kDa. The beans submitted to fermentation followed by roasting presented only one strong protein band
with an apparent molecular weight of 21.0 kDa. The extractions for protein fractionation based on solubility did not result in pure protein
fractions. Four main bands were observed in all isolated protein fractions. The 21.1 kDa band was predominant in all cases. This band is
apparently very similar to the albumin fraction of cocoa, whose apparent molecular weight is 21.3 kDa.

Keywords: protein fractions; amino acid; electrophoresis.

1 Introdugéo

O cupuaguzeiro ¢ uma arvore tipica da regido amazo-
nica, cultivada nos estados do Para, Rondonia, Amazonas,
Acre e Maranhio. E considerada uma das melhores e mais
promissoras arvores fruteiras da Amazonia. O cupuagu vem
se destacando como um dos frutos regionais amazonicos de
intensa divulgac¢do no territério brasileiro e com grande po-
tencial para a industrializagdo. O seu valor econdémico esta
baseado, principalmente, na industrializacao e comercializagdo
da polpa, apreciada sob a forma de suco, creme, doces e outros
processamentos culinarios. Apesar de constituirem cerca de 20%
do peso do fruto e possuirem alto valor nutritivo, as sementes
sdo praticamente descartadas no beneficiamento do fruto. Em
func¢io de suas propriedades, a semente é considerada valiosa,
pois possui semelhanga botanica e quimica com a semente de

cacau, possibilitando a sua utiliza¢ao na fabricagdo de produtos
similares ao chocolate (COHEN; JACKIX, 2005). O processo
de industrializagdo das sementes de cupuagu ocorre de modo
semelhante ao das sementes de cacau, que inclui as etapas de
fermentagdo, secagem e torragdo.

A etapa de fermentagdo das sementes é essencial ao pro-
cessamento, pois € a etapa responsavel pelo desenvolvimento
dos precursores e inumeros compostos de sabor. O processo
de fermentagdo das sementes inicia-se naturalmente pela a¢ao
da atividade microbiana na polpa mucilaginosa, que envolve
a semente. Os produtos do metabolismo dos microrganis-
mos principalmente dlcool, acidos orgénicos e o calor gerado
nos primeiros dias de fermentagdo provocam a destruicdo do
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poder germinativo da semente e desencadeiam importantes
transformagoes fisico-quimicas e estruturais. Estas transfor-
magcdes afetam significativamente a qualidade do produto final,
principalmente os aspectos que envolvem a formagdo de sabor
(SCHWAN, 1996).

Durante a fermentagéo, observa-se aumento do conteudo
de aminoacidos livres e peptidios em fun¢do da quebra das
moléculas de proteinas. H4 também formagio de agticares redu-
tores pela quebra de sacarose. Estes compostos sdo conhecidos
como os principais precursores do sabor do chocolate ou de
analogos. Brito et al. (2001), em um estudo das améndoas de
cacau, observaram que, ap6s 72 horas de fermentagéo, houve
aumento significativo de quase todos os aminoacidos livres,
com exce¢ao da tirosina e lisina.

O objetivo deste estudo consiste em caracterizar os princi-
pais polipeptidios da semente de cupuagu antes e apos 0s pro-
cessos de fermentacio e torragdo, em funcdo de sua solubilidade
e peso molecular, além de caracterizar o perfil aminoacidico
destes materiais.

2 Material e métodos

2.1 Preparo das sementes in natura, améndoas fermentadas
e améndoas fermentadas torradas

As sementes e améndoas fermentadas foram preparadas
na Cooperativa Agricola Mista de Tomé-A¢ti (CAMTA), no
estado do Par4, Brasil. Para a obteng¢do das sementes in natura,
foi extraido o maximo possivel da polpa aderida as sementes,
que foram secas ao sol em barcagas de madeira, até atingir
umidade entre 7 e 8%. As améndoas fermentadas foram obtidas
segundo a metodologia proposta por Vasconcelos (1999). As
sementes de cupuagu foram fermentadas em caixa de madeira,
construida de acordo com Grimaldi (1978), com as seguintes
dimensdes: 190 cm de comprimento, 120 cm de largura e 60 cm
de altura, com espago entre as tdbuas de fundo de 0,2 cm para
escoamento do liquido gerado durante o processo fermentativo.
A caixa possui trés compartimentos com forma e volume ade-
quados para o processo e capacidade para 160 kg de sementes.
A caixa deve ser colocada sob abrigo de chuva e sol, de modo
a proteger as sementes.

Inicialmente, as sementes foram colocadas no primeiro
compartimento da caixa, juntamente com folhas picadas de
bananeira, para proporcionar a inoculagdo dos microrga-
nismos existentes na superficie dessas folhas; em seguida,
foram cobertas com sacos de aniagem para auxiliar a retengéo
de calor gerado durante a fermentagdo. O tempo total do
processo foi de 7 dias, com revolvimento das sementes apos
48 horas para o segundo compartimento e apds 72 horas,
para o terceiro compartimento da caixa. Foram determina-
das as temperaturas didrias da massa em diferentes niveis
(superficie, meio e fundo), com o auxilio de um termémetro
de mercurio. Apds a fermentagdo, as améndoas foram secas
ao sol em barcaga de madeira, até obten¢do de umidade final
entre 7 e 8%.

A torra¢do das améndoas fermentadas foi conduzida de
acordo com Carvalho, Garcia e Wada (2005).
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As sementes, améndoas fermentadas secas e améndoas fer-
mentadas torradas foram quebradas e descascadas manualmente
para a remogdo da testa (casca) e do gérmen. Os cotilédones
foram finamente moidos em aparelho de cilindros resfriados
(Pilao, Bauru, Brasil) e submetidos a extracao da gordura em
aparelho de Soxhlet, por 20 horas.

2.2 Extragao das fragoes protéicas

A extragdo seqiiencial das proteinas de semente desengor-
durada de cupuagu foi realizada como descrito por Pedé (1996).
Porg¢oes de 20 g de semente desengordurada de cupuagu foram
submetidas a extragdo por uma hora em solu¢ao de NaCl 1M
(1:10, p/v), sob agitagdo continua e temperatura de 5 °C. A se-
guir, a suspensao foi centrifugada a 15000 X g por 30 minutos
a 5 °C, obtendo-se o sobrenadante I e o residuo L.

O sobrenadante I, com albuminas e globulinas soltiveis em
solugdes levemente salinas, foi dialisado contra dgua destilada
por 48 horas; neste processo, a reducdo da for¢a i6nica do meio
induziu a precipitagdo das globulinas. Apds centrifugagao do
dialisado, o sedimento (fragéo globulina) e sobrenadante (fragao
albumina) foram liofilizados.

O residuo I foi ressuspendido em etanol a 70%, agitado
por uma hora na temperatura ambiente e centrifugado a
15000 X g por 30 minutos a temperatura de 5 °C. Apds a centri-
fugagdo, foram obtidos o sobrenadante IT e o residuo II. O sobre-
nadante, apos ser liofilizado, constituiu a fra¢ao prolamina.

O residuo II foi ressuspendido em solugao formada por
dodecil sulfato de s6dio 0,5% e 2-mercaptoetanol 0,6%, em
pH 7,6, e agitado por uma hora na temperatura ambiente. Apos
centrifuga¢io a 15000 X g por 30 minutos a 5 °C, obteve-se o
sobrenadante III e o residuo III. O sobrenadante, ap6s ser lio-
filizado, constitui a fracao glutelina.

O residuo 111, constituido basicamente de amido, proteinas
insoluveis e substincias da fracio fibra alimentar, foi liofilizado e
posteriormente analisado juntamente com as demais fragoes.

2.3 Determinagdo do teor de proteina nas sementes, améndoas
fermentadas, améndoas torradas e nas fragées protéicas

O teor de proteina foi determinado pelo método semi micro
Kjeldahl, baseado na digestdo e posterior destilagdo da amostra
(AOAC, 1997).

2.4 Perfil de aminodcidos da semente, da améndoa
fermentada e da améndoa torrada

Composicdo de aminodcidos totais

A composi¢ido de aminoacidos totais foi determinada por
hidrélise acida da amostra desengordurada, com HCl 6 N
a 110 °C, a vacuo, por 22 horas. A amostra foi recuperada
em diluente de citrato de sédio pH 2,2, marca Pickering
(SPACKMAN et al., 1958).

As determinagdes foram feitas utilizando-se cromato-
grafo de troca idnica (Thermo Separation Products; Riviera
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Beach, Estados Unidos), com bomba degaseificadora acopla-
da a um modulo de pré-reagio Pickering Laboratories PCX
3100 post-column reaction module (Mountain View, Canada),
operando com detector de UV, nos comprimentos de onda de
440 e 570 nm, modelo Spectro System UV2000. Foi utilizada
coluna analitica Pickering Laboratories 1193250 (Na*8 um,
3 mm ID x 250 mm), acoplada a uma pré-coluna Pickering
Laboratories 1192020 (Na*8 um, 2 mm ID X 20 mm). Solugdes
de Na (3,15; 7,4 e 0,2 N) foram utilizadas com um fluxo de
0,3 mL/min a 55 °C na coluna e 130 °C no reator.

Triptofano

O aminodcido triptofano foi determinado apds hidrélise
enzimatica com pronase, a 40 °C, por 24 horas, seguida de
reagdo colorimétrica, na auséncia de luz, com dimetilamino
benzaldeido (DAB) e nitrito de s6dio, com posterior leitura em
espectrofotometro, a 540 nm (SPIES, 1967).

2.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A determinagio do perfil eletroforético das proteinas da
semente, da améndoa fermentada, da améndoa torrada e das fra-
¢Oes protéicas foi realizada de acordo com Laemmli (1970), com
algumas modifica¢des; utilizou-se, neste processo, o Sistema
Mini-Protean II com fonte Bio Rad (Oregon, Estados Unidos).
As amostras (0,4% de proteina) foram dispersas em 1 mL de
solugdo tampao, formada por 42,5% de agua destilada, 12,5%
de Tris-HC1 0,5M (pH 6,8), 20% de glicerol, 20% de SDS, 5% de
B-mercaptoetanol e 0,1% de bromofenol; a seguir, as amostras
foram aquecidas a 95 °C por 5 minutos e, apds resfriamento,
aliquotas de 5 pL de cada amostra foram aplicadas no gel.
Utilizou-se o gel de separagdo a 12% e o gel de empilhamento a
4%. Apos a corrida, os géis foram mantidos em solugdo corante
de Brillant Blue G a 0,1% em écido fosférico por 24 horas e, a
seguir, descorados em agua destilada.

Os pesos moleculares da proteina foram determinados
utilizando-se o padrdo Pharmacia (17-0446-01): fosforilase b
(97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovalbumina
(45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina
(20,1 kDa) e o-lactalbumina (14,4 kDa).

A densitometria dos géis foi realizada em densitome-
tro Sharp JX 330, empregando-se o software Image Master
(Pharmacia) (Upsala, Suécia), para calcular os pesos moleculares
aparentes de cada banda, segundo compara¢do com 0s pesos
moleculares da proteina-padrio.

2.6 Eletroforese em sistema SDS-PAGE-tricina

Proteinas e oligopeptidios com massa molecular abaixo de
14 kDa néo apresentam boa resolu¢io em sistema SDS-PAGE,
como descrito por Laemmli (1970), e também em sistema de
gradiente de gel.

O procedimento descrito por Schagger e Jagow (1987) no
qual o ion carregador, a glicina, do sistema de Laemmli, é subs-
tituido por tricina apresenta boa resolu¢do para peptidios na
faixa de 1 a 100 kDa. Além desta substitui¢do do ion carregador,
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sao empregados trés géis: gel de separagio, gel espacador e gel
de empilhamento.

Dessa forma, o perfil eletroforético dos peptidios de
peso molecular inferior a 14 kDa foi realizado de acordo com
Schagger e Jagow (1987), utilizando-se o gel de separagao a
16,5% de acrilamida e 3% de bis-acrilamida, o gel espagador
a 10% de acrilamida e 3% de bis-acrilamida e o gel de empi-
lhamento a 4% de acrilamida e 3% de bis-acrilamida. Apés a
corrida, os géis foram mantidos em solugdo corante de Brilhante
Blue G a 0,1% em d4cido fosférico por 24 horas e, a seguir, des-
corados em agua destilada.

Os pesos moleculares da proteina foram determinados
utilizando-se o padrdo Pharmacia (80-1129-83): globulina
I + II (14404 Da), globulina I + III (10700 Da), globulina
I (8159 Da), globulina II (6214 Da), globulina III (2512 Da).
A densitometria dos géis foi efetuada em densitdmetro Sharp
JX 330, empregando-se o sofiware Image Master (Pharmacia)
(Upsula, Suécia) para calcular os pesos moleculares aparentes
de cada banda, em relagdo a proteina-padrao.

3 Resultados e discussao

3.1 Eletroforese das fragoes isoladas da semente de cupuacu

A Tabela 1 apresenta os valores médios da quantidade de
proteina extraida e o teor protéico de cada uma das fragdes
obtidas da tentativa de fracionamento da proteina de semente
de cupuagu, a partir de 20 g de farinha desengordurada. E per-
tinente ressaltar que as extragdes ndo resultaram em fragdes
protéicas puras. Esta ocorréncia é relativamente comum, pois
0 maior ou o menor grau de separagdo é caracteristico de cada
fonte protéica e, neste caso, as proteinas de cupuagu mostram
ser de dificil separagdo pelo método empregado. Assim, cada
uma das fragdes foi corrigida pelo fator de pureza correspon-
dente (teor de proteina da amostra ou residuo): 54,15 para a
fracdo albumina; 42,81 para a fragdo globulina; 11,87 para a
fracdo prolamina; 17,92 para a fragdo glutelina, e 20,51 para o
residuo III.

O perfil eletroforético e os pesos moleculares calculados
para cada uma das fragdes isoladas no fracionamento da pro-
teina de semente de cupuagu estdo apresentados na Figura 1 e
na Tabela 2, respectivamente.

Para fins comparativos de duas espécies similares, foi reali-
zada a eletroforese de semente de cacau, de semente de cupuagu
e das fragdes protéicas obtidas a partir da semente de cupuagu
(Figura 1 e Tabela 2).

Observou-se a presenca de quatro bandas principais em
todas as fracdes protéicas isoladas, com pesos moleculares
proximos a 16,1, 21,2, 34,8 e 40,5 kDa. A banda de peso mole-
cular préximo dos 21,1 kDa foi a mais abundante em todos os
casos. Esta banda é aparentemente muito semelhante a da fragdo
albumina do cacau, que apresenta peso molecular aparente de
21,3 kDa. Notou-se, ainda, na fragdo tida como globulina, a
presenca de duas bandas fracas com pesos moleculares apa-
rentes de 28,3 e 63,6 kDa. Para o residuo III, verificou-se, além
das bandas presentes nas demais fragdes, a presenga de quatro

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 28(4): 986-993, out.-dez. 2008



Carvalho; Garcia; Farfan

Tabela 1. Quantidade de proteina extraida e teor protéico em cada uma das fragdes isoladas no fracionamento da proteina de semente de cupuagu,

a partir de 20 g de farinha desengordurada.

Fracoes protéicas

Albumina Globulina Prolamina Glutelina Residuo IIT
Proteina extraida (%) 3,5+0,11 0,65+ 0,10 2,75+0,83 1,50 + 0,19 11,70 £ 0,44
Proteina na amostra (%) 54,15+ 0,22 42,81 £0,17 11,87 £0,13 17,92 £0,17 20,51 £0,23
"B LB 3.2 Efeito da fermentagdo e da torragio no teor de proteinas
e perfil de aminodcidos da semente de cupuacu
97.0 o
Os perfis de aminodacidos totais encontrados na semente,
66,0 - na améndoa fermentada e na améndoa torrada do cupuagu,
X 450 - e o teor de proteina total estdo apresentados na Tabela 3. Nas
a ’ . sementes ndo fermentadas, os teores de proteina encontram-se
300 G —— superiores quando comparados aos teores do material submeti-
’ do a fermentacéo e daquele submetido a fermentagao e torragao.
Vasconcelos (1999) verificou que o teor de proteina total nas
20,1 ——-—- - G e sementes de cupuacu varia ligeiramente durante a fermenta-
E ¢40, sendo observado um pequeno decréscimo. Diversamente,
14,4 s Lerceteau et al. (1999), ao estudarem as proteinas do cacau

Figura 1. Perfil eletroforético das fragdes protéicas de cupuagu, em gel
de poliacrilamida - SDS. Coluna 1: padrao Pharmacia (17-0446-01);
coluna 2: semente de cacau; coluna 3: semente de cupuagu; coluna 4:
albumina; coluna 5: globulina; coluna 6: prolamina; coluna 7: lutelina;
e coluna 8: residuo III.

bandas com pesos moleculares maiores e que estio presentes
também na semente de cupuagu.

Observa-se no perfil eletroforético das proteinas (Figura 1)
que o fracionamento realizado neste estudo resultou em fragdes
protéicas bastante impuras. Dessa forma, poucas conclusdes
podem ser feitas com relagio as fragdes protéicas do cupuacu.

Voigt, Biehl e Wazir (1993), em um estudo das principais
proteinas do cacau, encontraram que as fragdes albumina e
globulina ocorriam em proporg¢des de 52 e 43% do total das
proteinas da semente, respectivamente. A mais importante
albumina é um polipeptidio com peso molecular aparente de
19 kDa, presumivelmente idéntico ao polipeptidio de 21 kDa
ja relatado em estudos acerca do cacau de outros autores e
cuja seqiiéncia de aminoacidos ja foi reportada (SPENCER;
HODGE, 1991).

Diferentemente, a fragdo globulina contém polipeptidios
com pesos moleculares aparentes de 14,5, 31 e 47 kDa, e possui
globulinas somente do tipo vicilina. Nao foi detectada a fragao
prolamina e nem confirmada a existéncia de glutelina, apesar
de, em trabalhos anteriores (ZAK; KEENEY, 1976a,b), a fra-
¢do prolamina ter sido identificada em sementes de cacau e a
propor¢ao da fragdo glutelina apresentar-se consideravelmente
maior ao valor encontrado por Voigt, Biehl e Wazir (1993), que
foi cerca de 5% do total das proteinas.
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durante o processo de fermenta¢do, observaram que o teor
total de proteina diminuiu para 57% do valor inicial durante o
periodo de fermentacéo.

As etapas de fermentagdo e torracido provocaram uma
ligeira reducdo nos teores de aminodacidos totais, quando
comparados aos teores de sementes que ndo foram submeti-
das a essas etapas de processamento (Tabela 3). Vasconcelos
(1999), ao estudar as transformagdes fisicas e quimicas durante
a fermenta¢do de améndoas de cupuagu, observou uma pe-
quena reduc¢ao no teor da maioria dos aminoacidos durante
o processo fermentativo, a exce¢do dos aminoacidos serina,
glicina, metionina, fenilalanina e arginina, que apresentaram
uma discreta elevagdo. Brito et al. (2001) constataram que
o perfil de aminodcidos de améndoas de cacau permanecia
praticamente inalterado quando comparado ao perfil da se-
mente, apesar das importantes alteragdes ocorridas durante
o processo fermentativo.

A destruicdo de alguns aminoacidos durante a hidrdlise
acida limita sua quantificacdo para avaliacdo do ponto de vista
nutricional, pois alguns aminoacidos essenciais sdo parcial (me-
tionina, cisteina, treonina e tirosina) ou totalmente destruidos
(triptofano).

De acordo com os dados apresentados, a valina e a histidina
foram os aminoacidos limitantes para sementes de cupuagu,
conforme o padrdo de referéncia para criancas na faixa etaria
de 1 a 3 anos (IMA, 2002). Para as améndoas fermentadas e
améndoas fermentadas e torradas, além da valina e da histidi-
na, observou-se reducio nos teores do aminodacido lisina, que
passa também a ser considerado limitante ap6s os processos de
fermentacio e torracio.

Lopes, Pezoa-Garcia e Amaya-Farfan (2008), em um estu-
do das améndoas fermentadas e torradas de cupuacu e cacau,
relataram como aminodcidos limitantes para o cupuagu a
lisina e histidina; observaram, no entanto, teores superiores ao
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Tabela 2. Pesos moleculares aparentes (kDa) das proteinas de semente de cacau, de semente de cupuagu e das fragdes isoladas de semente de

cupuagu, calculados por densitometria.

Espécime
Cacau Cupuagu Albumina S-I Globulina R-I Prolamina S-1I Glutelina S-IIT Residuo R-I1I
17,7 16,2 16,1 16,4 16,2 17,1 17,3
21,3 21,7 21,1 21,5 21,5 22,2 22,3
* 27,8 * 28,3 * * 29,2
37,3 35,3 34,8 35,6 35,6 36,5 35,8
55,3 40,5 39,5 41,4 41,7 423 *
* 45,9 * * * 47,9
* 54,9 * * * 56,9
* 61,8 * 63,6 * * 64,6
* 88,9 * * * 90,9

*Bandas nao detectadas.

Tabela 3. Teor de proteina total (%) e aminodcidos totais (mg.g™' proteina) das sementes, améndoas fermentadas, améndoas fermentadas e
torradas de cupuacu, em base seca e desengordurada, e padrao de referéncia (IMA, 2002).

Aminodcidos Teor de aminoacidos
Semente de cupuagu  Cupuagu fermentado ~ Cupuagu torrado ~ Cupuagu torrado*  Cacau torrado* IMA®
Indispensaveis
Treonina 59,20+ 0,4 57,21%+1,5 56,66 £ 1,1 53 36 27
Valina 72,60 £ 1,5 63,36 + 3,7 60,63 0,3 56 51 32
Metionina 4,59+1,1 4,26+1,1 2,49+ 0,6 16 11 25P
Cistina 23,31+0,4 22,70 +1,2 22,86 +1,2 19 12
Isoleucina 45,8+ 0,3 41,61 £0,4 42,24 +£0,8 43 35 25
Leucina 84,4+ 1,5 77,07 £ 1,5 79,52+ 1,5 70 53 55
Tirosina 37,06 £0,7 43,50+1,5 42,74+ 1,1 36 30
Fenilalanina 45,47 0,3 41,13+ 0,4 40,26%£0,3 37 38 47¢
Lisina 53,11£1,5 45,39+4,7 43,74%0,3 46 54 51
Histidina 14,52+0,7 12,77+ 1,5 11,43+1,2 14 14 18
Triptofano 12,99+0,1 14,60 + 0,7 12,92+0,4 - - 8
Nao indispenséveis
Arginina 56,55+ 1,5 56,74 + 3,7 52,68 £ 0,4 - - -
Acido aspartico 123,81 £2,6 144,21 £34 151,59+ 1,5 - - -
Serina 53,11+3,4 59,57 +£2,3 58,15+2,2 - - -
Acido glutdmico 148,26 £ 1,1 141,37 £3,7 147,11+ 34 - - -
Prolina 44,33+2,2 52,01£1,5 51,19£8,9 - - -
Glicina 57,70 £0,3 60,99 £ 6,1 62,13 +0,8 - - -
Alanina 47,76 £0,3 45,86 +2,2 47,22+0,8 - - -
Amonia 15,28 £0,7 14,66 + 0,4 14,41+0,8 - - -
Proteina total 26,17 £0,3 21,15+0,8 20,12+£0,5 - - -

*Fonte: Lopes, Pezoa-Garcia e Amaya-Farfan (2008); *Perfil de avaliagdo (scoring pattern) para criangas de 1 a 3 anos (INSTITUTE OF MEDICINE, 2002); "metionina + cisteina; e

“fenialanina + tirosina.

teor encontrado neste trabalho para o aminoacido valina. Os
Autores observaram ainda que o cupuagu apresentou, para os
aminodcidos indispensaveis, teores mais elevados que o cacau,
com excecdo de lisina, histidina e fenilalanina. Eles constataram
também que as proteinas da semente do cupuagu possuem
composi¢do aminoacidica que supera a composi¢ao das se-
mentes do cacau no que diz respeito aos aminoacidos leucina,
isoleucina e tirosina, que sdo aminoacidos limitantes para o
cacau. O fato de terem relatado um maior valor bioldgico para
as proteinas do cupuagu em comparagio as proteinas do cacau
incrementou os estudos com ratos, o que indica a pesquisa e a
busca da verificagao de um consideravel potencial nutricional
das proteinas da semente deste fruto.
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3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS-PAGE e emn
gel de poliacrilamida-SDS-tricina da semente, da améndoa
fermentada e da améndoa fermentada e torrada de cupuacu

O perfil eletroforético da proteina da semente, da améndoa
fermentada e da améndoa fermentada e torrada de cupuagu
pode ser observado na Figura 2.

Observou-se, para a semente de cupuagu, a presenca de
um total de nove bandas protéicas, sendo trés bandas princi-
pais, com pesos moleculares aparentes proximos a 20,4, 33,6 e
38,7 kDa. Notou-se também a presenca de mais seis bandas
fracas de maior peso molecular (15,5, 38,7, 44,3, 54,4, 60,8, e
83,4 kDa).
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Para a améndoa submetida a fermentacao, verificou-se
também a presenca de trés principais bandas protéicas, com
pesos moleculares aparentes similares ao observado para a
semente: 20,7, 34,0 e 39,2 kDa, e duas bandas ténues, de pesos
moleculares proximos a 15,9 e 27,2 kDa.

Na Tabela 4, estdo indicados os pesos moleculares das pro-
teinas e, na Tabela 5, a drea de cada banda protéica.

Em relagdo as améndoas que foram submetidas ao processo
de torragdo, observou-se, no perfil eletroforético das proteinas

r--yHr—.q
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45,
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)

300

——
14,4
-
1

Figura 2. Perfil eletroforético da proteina da semente, da améndoa
fermentada e da améndoa fermentada e torrada de cupuagu, em gel de
poliacrilamida-SDS; coluna 1: padrao Pharmacia (17-0446-01); coluna
2: semente de cupuagu; coluna 3: améndoa fermentada de cupuagu; e
coluna 4: améndoa fermentada e torrada de cupuagu.

Tabela 4. Pesos moleculares aparentes (kDa) das proteinas da semente,
da améndoa fermentada e da améndoa fermentada e torrada de cupuagu,

(Figura 2), a presenca de uma unica banda protéica forte, com
peso molecular aparente de 21,0 kDa. Para as demais bandas, seu
desaparecimento pode ser atribuido provavelmente & ocorréncia
de reagdes durante o processo de torragao, como a reagao de
Maillard complexagéo de proteinas com compostos polifeno-
licos, além da possivel formagao de diversos polimeros. Estas
varias reagdes que ocorrem durante a torragdo podem produzir
insolubiliza¢ido e menor extratibilidade da proteina, por ocasido
do preparo da amostra a ser aplicada no gel. Além disso, ndo se
descarta a possibilidade de que as reagdes tenham produzido
polimeros de grande peso molecular, incapazes de penetrar no
gel e, assim, serem excluidos da corrida eletroforética.

Pettipher (1990), ao estudar a extragao e a parcial purifica-
¢do das proteinas de reserva do cacau, encontrou, por meio da
SDS-PAGE, a presenca de duas proteinas de reserva, S1 e S2, com
pesos moleculares aparentes de 28 e 48 kDa, respectivamente.
Estes pesos moleculares estdo préximos aos encontrados por
Biehl, Wewetzer e Passern (1982), de 26 e 44 kDa. Segundo
Pettipher (1990), estas proteinas de reserva estio presentes nas
sementes, porém sdo ausentes nas folhas e nas sementes ger-
minadas. A densitometria do gel mostrou que as proteinas de
reserva S1 e S2 representam aproximadamente 19 e 17% do total
da proteina, respectivamente. Segundo o Autor, outra importan-
te proteina — nao considerada uma proteina de reserva, uma
vez que ela ndo foi utilizada durante a germina¢do — representa
cerca de 20% do total de proteina. Similarmente ao ocorrido
na germinagdo, durante a fermentagdo do cacau observou-se
também uma perda total das proteinas de reserva S1 e S2. Este
fato indica que estas proteinas sdo preferencialmente degradadas
por ocasido do processo fermentativo.

Lerceteau et al. (1999), em um estudo das proteinas da
semente de cacau, encontraram resultados diferentes: cinco
grupos predominantes de polipeptidios, com pesos molecula-
res de 14,5; 16,5; 21; 31, e 47 kDa. Os Autores relatam que, ao
final da fermentagao, os polipeptidios com pesos moleculares
de 14,5, 31,0 e 47 kDa estavam ausentes, fato indicativo de que
estes, provavelmente, sejam polipeptidios de armazenamento
e que foram clivados em subunidades menores.

Na Figura 3, é possivel observar o perfil eletroforético dos
peptidios.

Tabela 5. Area de cada banda protéica relativa a area total da prote-
ina da semente, da améndoa fermentada e da améndoa fermentada e
torrada, calculada a partir da densitometria do gel.

calculados através da densitometria do gel. Bandas Bandas (%)

Semente Améndoa fermentada ~ Améndoa torrada (PM) Semente  Améndoa fermentada Améndoa torrada
15,5 15,9 * 15,5-15,9 9,79 10,79 *
20,4 20,7 21,1 20,4-21,1 40,77 47,99 100,00
27,0 27,2 * 27,0-27,2 4,92 23,56 *
33,6 34,0 * 33,6-34,0 14,47 10,02 *
38,7 39,2 * 38,7-39,2 11,57 7,64 *
44,3 * * 44,3 5,43 * *
54,4 * * 54,4 4,09 * *
60,8 * * 60,8 6,61 * *
83,4 * * 83,4 2,34 * *

*Abaixo do limite de quantificagdo.
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*Abaixo do limite de quantificagio.
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Observou-se no perfil eletroforético da semente e da amén-
doa fermentada (Figura 3), a presenca de cinco bandas fracas
com pesos moleculares aparentes proximos a 7,2; 8,6; 10,1; 12,0,
e 14,0 kDa, que provavelmente correspondam a fragmentos
protéicos ou peptidios (Tabela 6). Diferentemente, nas amén-
doas submetidas a fermentagio e torragdo, houve diminuicao
progressiva de todas as bandas, especialmente das de maior peso
molecular. Na medida em que estas bandas nao foram detectadas
na densitometria do gel, suspeita-se que, no caso dessas bandas
corresponderem a peptidios, os mesmos tenham participado da
reacdo de Maillard por serem mais reativos. Formariam dessa
forma, polimeros de maior peso molecular durante o processo
de torragao.

Voigt, Biehl e Wazir (1993), em um estudo das principais
proteinas do cacau durante o processo fermentativo, observa-
ram uma perda quase total das globulinas, fato que indica uma
digestdo proteolitica seletiva, uma vez que a fragdo albumina
praticamente ndo sofreu alteragdo quantitativa. Os Autores

Da

14404

10700

8159
6214

Figura 3. Perfil eletroforético dos peptidios da semente, da améndoa
fermentada e da améndoa fermentada e torrada de cupuagu, em gel de
poliacrilamida-SDS-tricina; coluna 1: padrao Pharmacia (80-1129-3);
coluna 2: semente de cupuagu; coluna 3: améndoa fermentada de
cupuagu; e coluna 4: améndoa torrada de cupuagu.

Tabela 6. Pesos moleculares aparentes (kDa) dos peptidios da semen-
te, da améndoa fermentada e da améndoa fermentada e torrada de
cupuagu, calculados da densitometria do gel.

Pesos moleculares (kDa)

Semente Ameéndoa fermentada Améndoa torrada
7,3 7,2 *
8,6 8,6 *
10,0 10,2 *
11,3 12,6 *
13,8 14,4 *

*Abaixo do limite de quantificagdo.
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sugerem que as globulinas, possivelmente, sejam a fonte dos
precursores para a formagdo do sabor caracteristico do cacau.

Amin, Jinap e Jamilah (1997), ao estudarem sementes de
cacau, também observaram a degradagido da fragdo vicilina
(39,2 e 47,1 kDa) durante a fermentagdo do cacau, e a fracio
albumina como a mais resistente a protedlise. Ao final da fermen-
tacdo, o polipeptidio de 39,2 kDa foi completamente degradado,
mas o de peso molecular de 47,1 kDa ainda estava presente em
baixa intensidade, o que indica que ambos sdo importantes para
a formacéo de precursores do sabor do cacau. A fragdo de peso
molecular 21 kDa tem sido caracterizada como um inibidor de
tripsina (SPENCER; HODGE, 1991; TAI et al.,, 1991; DODO;
FRITZ; FURTEK, 1992).

4 Conclusoes

o Os processos de fermentagao e torragdo das sementes de
cupuagu provocaram redugdo nos teores da maioria dos
aminodcidos indispensaveis, com destaque para a lisina
e a valina, que apresentaram perdas em torno de 15%.
Com relagdo a metionina, observou-se, em média, 40%
de perdas devido ao processo de torragao;

o As sementes e améndoas de cupuagu apresentaram boa
composi¢cdo aminoacidica. A valina e a histidina foram
os aminodcidos limitantes para as sementes in natura.
Nas améndoas fermentadas e améndoas fermentadas e
torradas, além da valina e da histidina, a lisina também
se apresentou como limitante;

o Para as proteinas da semente e da améndoa fermentada
de cupuagu, verificou-se a presenca de trés bandas ele-
troforéticas principais, com pesos moleculares proximos
a 20,4, 33,6 e 39 kDa. Nas améndoas fermentadas e tor-
radas, observou-se perfil eletroforético das proteinas com
somente uma banda protéica forte, com peso molecular
aparente de 21,1 kDa; e

o Asextragdes para fracionamento das proteinas em diferen-
tes meios de solubilidades resultaram em fra¢des protéicas
impuras. A presenca de quatro bandas principais em todas
as fragdes protéicas isoladas (16,1; 21,2; 34,8, e 40,5 kDa)
foi observada, sendo a banda de peso molecular proximo a
21,1 kDa a mais abundante em todos os casos. Esta banda
¢ muito semelhante & da fracdo albumina do cacau, que
apresenta peso molecular aparente de 21,3 kDa.
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